








Mentor: doc. dr. Matej Reberšek
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barva prikazuje izmerjene signale, modra tok modela, kjer so vsi
pulzi pozitivni, in zelena simuliran tok bremena . . . . . . . . . . 58
3.21 Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih
signalih za napetost 1000 V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva
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V pričujočem zaključnem delu so uporabljeni naslednje veličine in simboli:
Tabela 1: Veličine in simboli
Veličina / oznaka Enota
Ime Simbol Ime Simbol
napetost U volt V
dolžina l meter m
tok I amper A
čas t sekunda s
jakost električnega polja E volt /meter V/m
moč P vat W
masa m kilogram kg
frekvenca f herc Hz
xv
xvi Seznam uporabljenih simbolov
Povzetek
Na trgu se v zadnjem obdobju pojavlja veliko različnih proizvajalcev, ki proiz-
vajajo elektroporatorje tako za medicinske namene, kot tudi za uporabo v pre-
delavi hrane. Trenutno ni predpisanega nobenega standarda, ki bi opredeljeval
ustrezno delovanje elektroporatorja. Da bi lahko elektroporatorje ustrezno testi-
rali, je potrebno načrtati elektronsko breme, ki kar se da dobro simulira biološko
tkivo.
Pri elektroporaciji se uporabljajo tako monopolarni, kot tudi bipolarni
napetostni pulzi. Posamezen tokovni pulzni odziv je sestavljen iz linearne kom-
ponente, kapacitivne komponente in poracijskega dela. Takšen eksponentni odziv
opǐsemo z enačbo, ki jo prav tako razdelimo na tri dele. Enako je iz treh delov
sestavljeno tudi vezje emulatorja. Vsaka posamezna veja opisuje enega od ses-
tavnih delov pulza. Pri bipolarnih pulzih je potrebno upoštevati še negativne
pulze. V tem delu smo za testiranje negativnih pulzov v vezju uporabili diodni
mostič.
Preǰsnje raziskave so pokazale, da se pri monopolarnih pulzih ohranja
elektroporacijski spomin preǰsnjega pulza. Glavno vprašanje tega dela je kako je
z ohranjanjem elektroporacijskega spomina pri bipolarnih pulzih.




Currently there is many different manufacturers of the electroporators on the
market. They are producing electroporators for medical use and for food industry.
At this moment there is no prescribed standard on the basis of which can test
them properly. For testing them we must design electrical load, which will be
able to simulate biological tissue as much as possible.
For electroporation we use monopolar pulses as well as bipolar voltage pulses.
Individual current pulse response consists of a linear component, a capacitive
component and a poration part. This kind of exponential response we can de-
scribe with an equation which is divided on three parts. Circuit diagram of the
emulator is based on three separated branch as well. Each individual branch
describes one part of the equation. In the case of bipolar pulses, negative pulses
must also be taken into account. In this part, a diode bridge was used to test the
negative pulses in the circuit.
Previous researches had shown that electroporation memory of the previous
pulse is preserved when we use monopolar pulses. The main question of this
research is how electroporation memory is preserved in bipolar pulses.





V zadnjih letih so študije efektov visoko napetostnih električnih pulzov na celične
membrane, postale ena izmed bolj zanimivih tem [7].
Ko je celica kratkotrajno izpostavljena električnim pulzom z visoko ampli-
tudo, se propustnost celične membrane poveča. Najbolj uveljavljena razlaga po-
java elektroporacije pravi, da pride zaradi povǐsanja membranske napetosti, ki
je posledica izpostavljenosti celice električnemu polju, do nastanka nanometrskih
hidrofilnih por v lipidnem dvosloju. Ločimo med reverzibilno in ireverzibilno elek-
troporacijo. V primeru, da se celična membrana po izpostavljenosti električnim
pulzom povrne v prvotno stanje, gre za reverzibilno elektroporacijo. V primeru
ko se membrana ne povrne v prvotno stanje, se vsebina celice razlije in celica
odmre. Takšni elektroporaciji pravimo ireverzibilna. Elektroporacijo izkorǐsčamo
za vnos manǰsih in večjih molekul v celico, ki brez povečanja propustnosti celične
membrane ne morejo prehajati v celico, za ekstrakcijo posameznih snovi iz celice
ter fuzijo oziroma zlivanje celic in povzročanje celične smrti [8].
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Slika 1.1: Slika simbolično prikazuje območja elektroporacije. Območja so
odvisna od jakosti električnega polja in dolžine pulzov. Z dalǰsimi pulzi lahko
pridemo v območje reverzibilne ali ireverzibilne elektroporacije, tudi z manǰso
jakostjo električnega polja.
1.1.1 Teorija elektroporacije
Celična membrana je propustna le za tiste molekule, za katere obstajajo specifični
mehanizmi transporta. Večje molekule, za katere mehanizem transporta v celico
ne obstaja, praktično ne morejo prehajati skozi celično membrano. Zaradi tega
je učinkovitost nekaterih zdravil, katera so v notranjosti celice zelo učinkovita,
zmanǰsana. Ena od uspešnih metod je tako imenovana elektropermeabilizacija
oziroma elektroporacija, kjer dosežemo povečanje propustnosti membrane tako,
da celico kratkotrajno izpostavimo dovolj velikemu električnemu polju [8].
1.1 Elektroporacija 7
Z električnega vidika predstavlja celična membrana tanek izolacijski sloj, ki
loči dve električno prevodni področji citoplazmo in zunajcelični prostor. Mem-
brana je sestavljena iz lipidov, ki so v njej organizirani v dvosloj in sicer tako,
da so polarne glave lipidov obrnjene navzven, nepolarni repi pa navznoter (slika
1.2).
Slika 1.2: Slika prikazuje lipidni dvosloj. Glave lipidov so polarne, zato se
privlačijo med seboj. Repi lipidov so nepolarni, zato privlačijo repe ostalih lipi-
dov, ione in molekule vode pa izrinejo iz notranjosti membrane [1].
Kot posledica primanjkljaja pozitivnih ionov v citoplazmi, je na celični mem-
brani vseskozi prisotna električna napetost. Ta primanjkljaj ustvari in vzdržuje
sistem natrij kalijevih črpalk in trajno prepustnih K+ kanalov. V enem ciklu
Na+ −K+ črpalka prečrpa tri ione Na+ iz citoplazme v zunajcelični prostor in
dva iona K+ v nasprotni smeri. Trajno prepustni K+ kanali omogočajo ionom
K+ prehajanje skozi membrano v zunajcelično območje vendar to še povečuje raz-
liko med električnima potencialoma. Odtekanje ionov K+ je torej vse počasneǰse
8 Uvod
in se tudi ustali, s tem pa se vzpostavi ravnovesje. Napetosti, ki je v stanju
ravnovesja prisotna na membrani celice, pravimo mirovalna napetost, opǐsemo pa









kjer predstavlja RT plinsko konstanto, T absolutno temperaturo, F Faradayevo
konstanto, q razmerje prepustnosti membrane za Na+ in K+. Tipično je vrednost
razmerja okoli 0,01. [Na+]e, [K
+]e, [Na
+]i in [K
+]i pa so koncentracije Na
+ in
K+ v zunajceličnem prostoru in v citoplazmi. Membransko napetost merimo
tako, kot če bi bila referenčna elektroda zunaj celice, merilna pa v citoplazmi, od
tu tudi negativen predznak. Tipično mirovalna membranska napetost znaša med
40 in 90 mV in je odvisna predvsem od vrste celice in faze celičnega cikla [8].
Ko celico izpostavimo zunanjim električnim pulzom, se pojavi na celici vsiljena
membranska napetost katera se prǐsteje mirovalni, po koncu dovajanja pulzov se
na membrani ponovno vzpostavi mirovalna napetost. Ustaljeno vrednost, ki je






kjer predstavlja E jakost zunanjega električnega polja, R polmer celice, Θ pa
kot med smerjo polja in daljico, ki poteka od sredǐsča celice do obravnavane točke
na membrani. Iz enačbe lahko vidimo, da je vsiljena napetost odvisna od lege,
kot to določa kosinus v enačbi (1.2). Ko membranska napetost doseže nekaj 100
mV pride do elektroporacije celične membrane [8].
Obstaja več teoretičnih modelov, ki opisujejo kako pride do povečanja pre-
pustnosti celične membrane, kadar celico izpostavimo zunanjemu električnemu
polju. Dandanes je najbolj uveljavljen model ki povǐsanje prepustnosti mem-
brane pripisuje nastanku hidrofilnih por v membrani [9], [10].
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Slika 1.3: Slika shematsko prikazuje nastanek hidrofilne pore v celični membrani,
ki nastane, kot posledica zunanjega električnega polja. Nastanek prepustnih por
se zgodi v okviru nekaj milisekund, prvotno stanje pa celica vzpostavi v nekaj
minutah po koncu izpostavljenosti zunanjemu električnemu polju [2].
1.1.2 Elektroporacija v medicini
Elektroporacija se v medicini v zadnjih letih čedalje bolj uveljavlja pri različnih
metodah in tehnologijah zdravljenja. Med takšne metode spadajo:
• Elektrokemoterapija (ECT)
• Netermalna ireverzibilna elektroporacija (NTIRE)
• Genska terapija in DNA cepljenje (GET)
• Doziranje zdravil skozi kožo [11]
1.1.2.1 Elektrokemoterapija
Prvi klinični preizkusi elektrokemoterapije so bili izvedeni proti koncu osemde-
setih let preǰsnjega stoletja. Elektrokemoterapija se je razvila do te mere, da
se sedaj uporablja v klinični praksi za zdravljenje kožnih in podkožnih tumor-
jev. Elektrokemoterapija je lokalno zdravljenje, pri katerem s pomočjo dovajanja
električnih pulzov povečamo prepustnost celične membrane in s tem omogočimo
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vstop v celico, že prej vbrizganemu kemoterapevtiku. Brez povečanja prepust-
nosti celične membrane takšna zdravila težje vstopajo v celice [12].
1.1.2.2 Irevezibilna elektroporacija v medicini
V medicini obstaja veliko postopkov, pri katerih je pomembno, da lahko nad-
zorovano odstranimo nezaželeno tkivo, ne da bi pri tem poškodovali okolǐsko
zdravo tkivo. Takšni minimalno invazivni postopki so na primer radio frekvenčna
ablacija [13], kriokirurgija [14], usmerjen ultrazvok [15], termalna ablacija [16],
itd. Vsak od omenjenih postopkov pa ima tako prednosti kot tudi slabosti. Ena
od tehnik odstranjevanja tkiv je tudi ireverzibilna elektroporacija. Ireverzibilna
elektroporacija povzroči smrt celice zaradi izgube homeostatskih mehanizmov
celice. Prednost ireverzibilne elektroporacije pred drugimi tehnikami, za odstran-
jevanje tkiv, je ta, da jo uporabljamo zelo kratek čas (reda mikrosekunde do
milisekunde) in s tem ne povzročamo škode, ki lahko nastane kot posledica gretja
zdravega tkiva [17].
1.1.2.3 Genska transfekcija in DNA cepljenje
Elektroporacija se v medicini uporablja tudi za gensko transfekcijo do celic in
tkiva za gensko terapijo in DNA cepljenje. Ta tehnika se uporablja predvsem
za DNK cepljenje proti nalezljivim boleznim, raku, artritisom, multipli sklerozi,
vnetjem po presaditvi organov in za gensko spreminjanje celic v aplikacijah regen-
erativne medicine. V celični regenerativni medicini je elektroporacija alternativna
ne-virusna metoda za vnos DNK in RNK v celice [11].
1.1.3 Elektroporacija v biotehnologiji
Elektroporacija se uporablja tudi v predelavi hrane. Z uporabo različnih metod
želimo povečati izkoristek uporabne hranilne snovi, katero pridobivamo iz os-
novne surovine. Eden takšnih primerov je uporaba elektroporacije za večji izko-
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ristek soka, pridobljenega iz sadja, hkrati pa za stiskanje elektroporiranega sadja
porabimo manj energije [3].
Slika 1.4: Zgornja polovica slike prikazuje dve rezini sladkorne pese. Leva rezina
ni bila elektroporirana, desna pa je bila. Na spodjem delu slike pa so prikazani
vlažni odtisi, ki sta jih rezini pustili na pol vpojnem papirju [3].
1.1.4 Elektroporacija v industriji
Dandanes je zamenjava neobnovljivih virov z obnovljivimi viri energije postalo
zelo pomembno področje dela za oskrbo z energijo v prihodnosti. Obstaja že
kar nekaj primerov uporabe rastlin, kot vir obnovljive energije, npr. etanol
iz sladkornega trsa in sladkorne pese za bencinske motorje in repično olje za
dizelske motorje. Za uporabo rastlin, kot obnovljiv vir energije, je potrebno
izsuševanje biomase. Količina osnovne surovine se s sušenjem zelene biomase
poveča, npr. uporabimo lahko celotno rastlino koruze. Za hitro obdelavo v in-
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dustrije je pomembno hitro in energijsko učinkovito sušenje zelene biomase. V
zadnjih nekaj letih je elektroporacija rastlinskih celic postala zanimiva nova en-
ergijsko učinkovita metoda za denaturiranje rastlinskih celic. Za elektroporiranje
rastlinskih celic se uporabljajo visokonapetostni električni pulzi. Električno polje
v okolici povzroči nastanek prepustnih por v membrani, npr. z elektroporacijo
stebel sladkorne pese porabimo manj energije v primerjavi s klasičnim toplotnim
postopkom. Da zagotovimo dober električni stik z elektrodami, rastlinski mate-
rial običajno potopimo v vodo. Pri postopku sušenja pa je uporaba dodatne vode
nezaželena [18].
1.2 Elektroporatorji in elektrode
1.2.1 Elektroporator
Elektroporator je visokonapetostni pulzni generator.
Slika 1.5: Blokovna shema elektroporatorja. Elektroporator je sestavljen iz
uporabnǐskega vmesnika, ki omogoča nastavitev parametrov pulza; krmilne enote;
visokonapetostnega močnostnega generatorja; generatorja pulzov za generiranje
in oblikovanje električnih pulzov; izhodnega modula in v primeru več elektrod
komutatorja za preklapljanje napetostnih pulzov na različne elektrode. Zaželena
je tudi povratna informacija o meritvah dovedenega pulza in v primeru okvare ali
nepravilnega delovanja opozorilo oziroma izklop naprave [4].
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Elekroporatorje v splošnem delimo na klinične, industrijske in laboratorijske.
Glede na uporabljene elektrode in tip biološkega tkiva, določimo izhodno stop-
njo elektroporatorja. Ker različna biološka tkiva predstavljajo različno breme in
ker se volumen elektroporiranega tkiva spreminja, morajo biti za elektroporacijo
uporabljeni natančno vnaprej definirani pulzi. Pogosto so elektroporatorji zas-
novani za specifične aplikacije, kjer je potrebno zagotavljati visoko kakovost in
učinkovitost [4].
1.2.1.1 Klinični elektroporatorji
Klinični elektroporatorji se uporabljajo predvsem za proti tumorske terapije,
kjer dovajamo kontrolirano število v naprej določenih pulzov skupaj z kemoter-
apevtiki ali tujimi snovmi, kot je DNK. Uporabljajo pa se tudi za enkratno
ablacijsko zdravljenje, katero temelji na ireverzibilni elektroporaciji. Ciljno tkivo
(npr. tumor) izpostavimo dovolj visokemu električnemu polju, katero mora biti
nad pragom reverzibilne oziroma ireverzibilne elektroporacije. Tipična vrednost
jakosti električnega polja je med 500 in 600 V/cm. Da dosežemo takšno jakost
električnega polja so potrebne amplitude pulzov do 3000 V in tokovi do 50 A. Ker
imamo opravka z visokimi napetostmi in tokovi morajo biti generatorji pulzov za-
snovani tako, da ne predstavljajo potencialnega tveganja za pacienta, operaterja
in naprave v bližini. Klinični elektroporator velja za medicinsko napravo, zato
je potrebno zagotoviti varnost pacienta in operaterja tako v normalnih pogojih
delovanja, kot tudi v primeru napak na napravi [4].
1.2.1.2 Industrijski elektroporatorji
V biotehnologiji in tehnologiji predelave hrane so zaradi potrebe po elektroporaciji
velike količine tekočine potrebni visokoenergetski in visokonapetostni elektropo-
ratorji. V predelavi hrane je elektroporacija večkrat poimenovana kot pulzna
obdelava z električnim poljem. Sistemi za takšno predelavo hrane so običajno
sestavljeni iz generatorja močnostnih pulzov in komore za obdelavo. Glede na
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aplikacijo je potrebno izbrati ustrezen generator pulzov z ustreznimi parametri:
• oblika pulza
• maksimalna napetost, ki je močno odvisna od želene aplikacije
• maksimalen tok, ki ga določi obdelovanec in volumen
• geometrija komore za obdelavo
• povprečna potrebna moč, katera je odvisna od želene zmogljivosti obdelave
(kg/h ali l/h)
Povprečna moč sodobnih naprav za predelavo hrane se giblje med 30 kW in
400 kW [4].
1.2.1.3 Laboratorijski elektroporatorji
Uporabniki lahko za izvajanje poskusov v laboratoriju izbirajo med več komer-
cialno dostopnimi laboratorijskimi elektroporatorji. Izbira ustreznega elektro-
poratorja je lahko ključna za poskuse, saj imajo nekateri omejeno območje za
nižje napetostne pulze in omejen nadzor nad parametri, ki definirajo generiranje
pulza. Med laboratorijsko elektroporacijo je pomembna sposobnost elektropora-
torja natančno merjenje in spremljanje generiranih pulzov saj se v laboratorijih
večkrat srečamo z zelo različnimi vzorci, kateri imajo lahko zelo različne prevod-
nosti [4].
1.2.2 Elektrode
Konfiguracija elektrod in homogenost bremena, določata porazdelitev elek-
tričnega polja, njegovo intenziteto pa nadzorujemo z parametri pulza. Izbira
elektrod je odvisna od ciljnega bremena, dostopnosti, omejitev elektroporatorja,
itd., npr. najvǐsja napetost ali tok, minimalna impedanca in tako naprej. Pon-
avadi so elektrode izolirane z uporabo plastičnega materiala, hkrati pa z njim
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določamo geometrijo elektrod. Poznamo več različnih elektrod in komor za elek-
troporacijo. Ločimo mikro in mili elektrode, pretočne komore in enocelične ko-
more. V laboratorijih se najpogosteje uporabljajo milielekrode, ki so sestavljene
iz dveh približno 1 cm širokih plošč in plastičnega držala ki definira razdaljo med
elektrodami vsaj 1 mm. Elektrode vgrajene v pretočne komore se uporabljajo pri
veliki količini celic v raztopini [5].
Elektrode, ki se uporabljajo v medicini in in vitro, so običajno igelne ali
ploščate, odvisno od mesta uporabe. Ploščate elektrode se običajno uporabl-
jajo za površinska tkiva kot prikazuje slika 1.4 A. Igelne elektrode se uporabl-
jajo za elektroporiranje globlje ležečega tkiva, kot je prikazano na sliki 1.4 B, za
zdravljenje večjega volumna celic pa se uporabljajo elektrode z več iglami, kot je
prikazano na sliki 1.4 C. Več igelne elektrode so ponavadi šest-kotne razporeditve,
lahko so razporejene v dveh vrstah ali pa jih razporedimo glede na načrt zdravl-
jenja. Za elektroporacijo tankih plasti kože se uporabljajo mikro igle. Dolge
enojne igle z izolacijsko cevjo, ki omogočajo dovajanje električnega polja samo
na distalni strani igle, so bile razvite za globoko ležeča tkiva in ne vplivajo na
kožo. Takšne elektrode so minimalno invazivne, dosežejo globoko ležeče tkivo in
dovedejo električno polje na velik volumen tkiva [5].
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Slika 1.6: Elektrode, ki se uporabljajo v medicini in in vitro. (A) Ploščate
elektrode, ki se uporabljajo za površinsko ciljno tkivo, (B) igelne elektrode, katere
se uporabljajo za globlje ležeče ciljno tkivo, in (C) elektrode z več iglami, katere
se uporabljajo za večje volumne globlje ležečega ciljnega tkiva [5].
Elektrode, uporabljene na pacientih, morajo biti za enkratno uporabo, z
ročajem za večkratno uporabo in navodili za sterilizacijo. Zadoščati morajo tudi
medicinskim standardom glede varnosti uporabnika, sterilnosti in biokompati-
bilnosti uporabljenih materialov. Elektrode so pogosto izdelane iz nerjavečega
jekla ali titana. Biokompatibilna plastika se uporablja za dele, ki so v stiku s
pacientom. Sterilnost igle dosežemo z uporabo γ žarkov ali etilen oksida [5].
1.3 Biološko breme
Električne lastnosti biološkega tkiva se lahko močno razlikujejo med seboj.
Odvisne so predvsem od homogenosti tkiva in od vrste oz. geometrije elek-
trod (različne razdalje med elektrodami), ki so uporabljene. Poleg tega se zaradi
elektroporacije prevodnost tkiva spreminja, kar posledično vpliva na nelinearen
tokovni odziv [6].
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1.4 Izhodǐsča in namen
Na trgu se v zadnjem času pojavlja veliko različnih proizvajalcev elektroporator-
jev. Težava pri tem pa je, da zaenkrat še ni posebnega standarda, za elektro-
poratorje, kar pomeni, da še ni predpisanega postopka za testiranje ustreznega
delovanja elektroporatorjev. Tako lahko vsak proizvajalec testira izdelke po svoji
metodi. Če naprava, kot je elektroporator spada v skupino medicinskih naprav in
je izdelana v skladu z direktivo 93/42/EEC oziroma uredbo MDR 2017/745, to še
ne pomeni, da ustrezno deluje kot elektroporator. Zato potrebujemo standard, v
sklopu katerega bo predpisan postopek testiranja za elektroporatorje. Elektropo-
ratorji v osnovi niso le generatorji pulzov, ampak vsebujejo tudi vgrajen zaščitni
sistem za mejne tokove in energij, sisteme za zagotavljanje učinkovitosti terapije
(za zaščito pacienta, operaterja in elektronskih naprav v okolici), saj delovanje
naprave pri maksimalnih tokovih in energijah lahko odstopa od pričakovanj [6].
Najbolj stresna pogoja za elektroporator sta kratki stik in izpraznjenje in-
ternih kondenzatorjev med elektrodami med dovajanjem električnih pulzov.
Obnašanje elektroporatorja v takšnih pogojih lahko preizkusimo s kratkim stikom
in z zelo majhno razdaljo med elektrodami. Do sedaj se je za preverjanje
zmogljivosti elektroporatorja, v varnem delovnem območju, v večini kot breme
uporabljal upor ali bolj napredno upor z vzporedno vezanim kondenzatorjem.
Pri nekaterih klinično odobrenih elektroporatorjih se med dovajanjem vlaka elek-
tričnega pulza občutno zmanǰsa amplituda pulza. Prav tako nekateri elektropo-
ratorji prenehajo dovajati električne pulze med dovajanjem vlaka pulzov, zaradi
zaščite pred prevelikim tokom. To je kritično zlasti pri kliničnem zdravljenju saj
v takem primeru pacient prejme le del pulzov in s tem le del zdravljenja. Enos-
tavneǰsi model bremena kot je uporovno - kapacitivno breme ne more simulirati
povečane porabe toka in energije ter aktiviranja zaščite pred prevelikimi tokovi
med dovajanjem vlaka visokonapetostnih pulzov. Za testiranje elektroporatorja,
ki se uporablja v kemoterapiji je torej najbolj primerno breme za testiranje
naprave, pravo tkivo ali model ki opisuje to tkivo. Takšna bremena katera simuli-
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rajo tudi nelinearne značilnosti tkiva pa trenutno še niso na voljo na trgu oziroma
so predraga, ali pa samo za enkratno uporabo in so zato neustrezna. Nekateri
raziskovalci kot nelinearno breme uporabljajo tudi krompir [19][20]. Krompir je
vsekakor bolǰse breme od samega upora saj se mu zaradi elektroporacije povečuje
prevodnost in se tudi segreva. Samo breme pri katerem se tok pri vsakem pulzu
dvigne lahko predstavlja realno situacijo. Težave, ki so povezane z napravami za
elektroporacijo so nastale predvsem zaradi pomanjkanja standardov in protokolov
za testiranje. Nepravilno delovanje elektroporatorja je lahko razlog, zakaj včasih
terapija ni uspešna. Za preizkušanje elektroporatorjev torej potrebujemo emula-
tor, ki bo kar se da najbolje simuliral tkivo, in s tem potrditev ustreznosti naprave
za medicinske namene [6].
V nekaterih člankih [6] je že predstavljena zamisel o analognem električnem
vezju, ki posnema biološko tkivo. Analogno vezje je bilo sestavljeno na podlagi
meritev na govejih jetrih v kombinaciji z igelnimi elektrodami. Na podlagi anal-
ize ”ex vivo” meritev in enačbe, ki opisuje tokovni odziv tkiva so bili določeni
elementi analognega vezja. Razvit elektronski emulator se lahko uporablja za
preverjanje delovanja elektroporatorjev, za primerjavo delovanja elektroporator-
jev med seboj ali pa za spremljanje delovanja elektroporatorja v njegovi življenjski
dobi.
Glavni nameni in vprašanja tega magistrskega dela so:
• Preveriti ali lahko z predlaganim vezjem iz omenjenega članka opǐsemo mer-
itve, ki smo jih izvedli na govejih jetrih in so opisane v naslednjem odstavku.
Za naše meritve, katere so izvedene pri več amplitudah kot v članku, bomo
preračunali komponente vezja in jih primerjali z predlaganimi.
• Preveriti kako je s prevodnostjo, ko v tkivo dovedemo vlak bipolarnih pul-
zov. Ali se med pozitivno in negativno polperiodo prevodnost povečuje? V
tem primeru morata biti tuljavi v vezju emulatorja sklopljeni.
• Predlagati emulator za bipolarne pulze.
2 Materiali in metode
2.1 Meritve
Da bi kar se da najbolje razumeli odziv tkiva na visokonapetostne električne
pulze, smo izvedli serijo meritev na svežih govejih jetrih. Jetra so bila tri dni
ločena od klavnega trupa in ohlajena v hladilnici. Masa jeter je bila 6,3 kg. Pred
pričetkom izvajanja meritev smo jetra segreli tako, da smo jih 2 uri pustili na
sobni temperaturi. Za preverjanje temperature jeter smo uporabili infrardeč ter-
mometer z območjem merjenja od -35◦C do +500◦C, resolucijo 0,1◦C in podanim
odstopanjem ±2%.
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Slika 2.1: Meritev temperature jeter z infrardečim merilnikom temperature RS-
1327, proizvajalca RS Thermometers.
Za dovajanje visokonapetostnih električnih pulzov smo uporabili laboratorijski
elektroporator ELECTROcell B10 proizvajalca Btech. Elektroporator vsebuje
notranje kondenzatorje, ki služijo za shranjevanje energije, katera je potrebna
za dovajanje električnih pulzov. Ko so kondenzatorji napolnjeni, lahko dova-
jajo izbrano število pozitivnih in/ali negativnih pulzov z različnimi amplitudami,
dolžinami pulza in dolžinami pavze. Elektroporator je opremljen s priključki in
ostalimi sestavnimi deli kot so:
• Internetni priključek omogoča povezavo elektroporatorja z omrežjem ali
neposredno na računalnik.
• Na elektroporator lahko priključimo nožno prožilno stikalo. Uporaba
nožnega stikala je omogočena, ko je na elektroporatorju izbrano zunanje
proženje.
• Visokonapetostni izhodni priključek preko katerega elektroporator dovaja
visokonapetostne električne pulze. Na ta priključek se priključijo elektrode.
• Zaslon na dotik, glavni vmesnik med elektroporatorjem in uporabnikom.
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• Izhod ”V/100”, izhodni priključek za prikaz amplitude izhodnega pulza na
osciloskopu. Izhod prikazuje točno amplitudo dovedenega pulza le, da je
napetost deljena z 100.
• Izhodni priključek, ki služi kot prožilec. Vrne ”1”, ko je pulz aktiven in ”0”,
ko ni.
• Napajalni priključek, kateri služi za napajanje elektroporatorja iz standard-
nega omrežja.
• Elektroporator je prav tako opremljen s piskačem. Dalǰsi eno-sekundni pisk
opozori uporabnika na napako in s tem pritegne pozornost uporabnika do
sporočila na zaslonu elektroporatorja. Dva kraǰsa 10 ms piska signalizirata,
da je bila zahtevana akcija elektroporatorja uspešno zaključena [21].
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Slika 2.2: Elektroporator ELECTROcell B10.
Za natančno dovajanje električnih pulzov v tkivo smo uporabili igelne elek-
trode. Elektrodi sta bili premera 1,2 mm in med seboj oddaljeni 10 mm. Prav
tako je bil neizoliran del elektrod dolg 10 mm. Preostanek elektrod je izoliran,
da s tem zaščitimo uporabnika in omejimo aktivni del elektrode. Električni pulzi
so bili torej dovedeni 10 mm globoko v tkivo.
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Slika 2.3: Igelne elektrode, katere smo uporabili za dovajanje visokonapetostnih
pulzov v jetra.
Meritve napetosti in toka smo zajemali z osciloskopom in pripadajočimi son-
dami. Uporabljen je bil osciloskop HDO6104A-MS. Osciloskop ima štiri analogne
kanale z 12 bitno resolucijo. Primeren je za merjenje signalov z maksimalno
frekvenco do 1 GHz.
Slika 2.4: Uporabljen osciloskop HDO6104A-MS.
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Za spremljanje tokovnega odziva smo uporabili tokovno sondo CP031 s
frekvenčnim območjem do 100 MHz. Maksimalni dovoljeni stalni vhodni tok
sonde je 30 A, medtem ko je maksimalni kratkotrajni tok 50 A. Minimalna
občutljivost uporabljene sonde je 10 mA/div. Podan pogrešek sonde je ±1%
pri tokovih do 30 A in ±2% pri tokovih do 50 A.
Za spremljanje napetostnega odziva pa smo uporabili napetostno diferen-
cialno sondo HVD3206A. Sonda je primerna za napetosti do 2 kV in do 120
MHz. Uporabljena sonda ima možnost avtomatskega nastavljanja ničte vred-
nosti. Pogrešek sonde je ±1%.
2.1.1 Seznam meritev
Izvedli smo več meritev napetosti in toka pri različnih amplitudah dovajanih
pulzov. Vse meritve so sestavljene iz osmih zaporednih pulzov in sicer tako, da
posamezen pulz in pavza trajata 100 µs. Celotna dolžina dovedenega vlaka pulzov
je torej 1,6 ms. Meritve so bile izvedene po celotnem področju jeter in sicer tako,
da so bile meritve celotnega napetostnega območja, pri eni ponovitvi, izvedene na
približno enako debelem tkivu. Za mejne napetosti smo izvedli po 8 ponovitev,
pri ostalih pa po 4. Izvedene so bile meritve za monopolarne in bipolarne pulze.
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Tabela 2.1: Število ponovitev meritev pri posamezni napetosti pulzov
napetost monopolarni pulzi bipolarni pulzi
200 V 8 8
300 V 4 4
400 V 4 4
500 V 8 8
600 V 4 4
750 V 8 8
800 V 4 4
900 V 4 4
1000 V 8 8
Iz tabele (Tabela 2.1) lahko razberemo, da so bile skupno izvedene 104 meritve.
52 meritev za monopolarne pulze in 52 meritev za bipolarne pulze.
2.2 Monopolarni pulzi
Ko dovedemo vlak visokonapetostnih pulzov v biološko tkivo, ima tokovni
odziv tipično časovno karakteristiko. Tokovni odziv lahko opǐsemo z vsoto
treh komponent. Stopnica oziroma realni del odziva, kapacitivna špica, ekspo-
nentno padajoča funkcija s časovno konstanto τ1 in poracijski del, eksponentno
naraščajoča funkcija s časovno konstanto τ2.
2.2.1 Matematični model
Na sliki (Slika 2.5) je prikazan tipičen tokovni odziv tkiva na dovedene visokon-
apetostne električne pulze. Dinamiko izmerjenega tokovnega odziva, lahko grobo
opǐsemo s seštevkom stopničastega odziva in dveh eksponentnih funkcij, kot je
predstavljeno v enačbi (Enačba 2.1), kjer t predstavlja čas, ostali parametri pa
opisujejo izbiro elementov vezja, katero opisuje potek tokovnega odziva.
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Slika 2.5: (a) Tipičen tokovni odziv tkiva med dovajanjem pulzov (rdeča) in tri
matematične funkcije (črna); (b) tokovni odziv sestavljen iz treh funkcij: stopnice
in dveh eksponentnih funkcij [6].
Takšno obliko enačbe lahko relativno enostavno opǐsemo z uporovnimi in ka-
pacitivnimi elementi:
I(t) = A+B × e−t/C +D × (1 − e−t/E); 0 < t < Tpulza (2.1)
kjer je Tpulza trajanje pulza. Prva konstanta A, predstavlja omski del odziva
in je rezultat uporovnih lastnosti tkiva. Ker je tkivo nehomogeno in ker se pre-
vodnost tkiva med elektroporacijo spreminja, sta dodana še dva elementa enačbe.
Drugi element B × e−t/τ1 , je eksponentno padajoča funkcija, ki predstavlja ka-
pacitivno tokovno špico in jo lahko opǐsemo kor praznjenje kondenzatorja. Tretji
element C×(1−e−t/τ2), je eksponentno naraščajoča funkcija, ki opisuje naraščanje
prevodnosti med elektroporacijo, in je rezultat elektroporacije tkiva in njegovega
segrevanja [6].
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2.2.2 Vezje emulatorja
Matematični model lahko relativno enostavno opǐsemo z analognim vezjem s tremi
vzporednimi vejami in sicer uporovno, kapacitivno in induktivno. Ko je napetost
dovedenih pulzov nižja od mejne napetosti elektroporacije, ostane prevodnost
tkiva približno konstantna. V vezju prag elektroporacije določimo z napetostjo
zener diode, ki do praga elektroporacije izključuje zadnjo vejo, katera opisuje
naraščanje prevodnosti.
2.2.2.1 Model prvega monopolarnega pulza
Za en sam pozitiven monopolarni pulz je predlagano naslednje vezje (slika 2.6).
Slika 2.6: Električna shema emulatorja za en monopolarni pulz, pri elektropo-
raciji tkiva. Vep predstavlja generator pulzov, z amplitudo Uamp, Uth pa prag
elektroporacije [6].
Vrednosti vezja so preračunane iz naslednjih enačb (enačbe 2.2, 2.3 in 2.4):







× e−t/τ1 + Uamp − Uth
R3
× (1− e−t/τ2), when 0 < t < Tpulse
(2.3)




; L1 = τ2 ×R3 (2.4)
kjer Uamp predstavlja amplitudo visokonapetostnega pulza (Vep na sliki 2.6) in
Uth napetostni prag elektroporacije. Za natančno določitev praga elektroporacije
je potrebno opraviti meritve pri različnih napetostih okrog praga elektroporacije.







τ1 = C; R3 =
Uamp − Uth
D
; τ2 = E (2.5)
Enačbe opisujejo natančno rešitev samo v primeru enega pulza ali pa v
primeru ko je frekvenca ponavljanja pulzov precej majhna [6].
2.2.2.2 Model več monopolarnih pulzov
Pri vǐsji ponavljalni frekvenci pulzov smo opazili, da tok pri prvem pulzu doseže
75% končne vrednosti. V primeru nižjih ponavljalnih frekvenc pulzov imajo tudi
vsi naslednji pulzi približno enako amplitudo kot prvi pulz. Pri ponavljalnih
frekvencah pulzov vǐsjih od 1 kHz pride do pomembne spremembe oblike vsakega
naslednjega pulza in sicer je začetna amplituda nivoja poracije pri vsakem nasled-
njem pulzu vǐsja kot pri preǰsnjem. Takšen pojav lahko razložita difuzija toplote
in obstojnost celičnih por. Za modeliranje opisanega pojava se vzporedno tul-
javi L1 dodata upor R4 in dioda v serijo. Dioda je uporabljena za modeliranje
spomina,ki si zapomni tok skozi tuljavo L1, medtem ko je upor R4 uporabljen za
izgubo te informacije. Za prvi pulz v vlaku pulzov z vǐsjo frekvenco ali pa za vlak
pulzov z nižjo frekvenco je situacija enaka kot pri omenjenem modelu na sliki
(slika 2.6). Dvigovanje amplitude pri vsakem naslednjem pulzu še ni prisotno [6].
Med dovajanjem pulza se tuljava L1 magnetizira in takoj po koncu pulza oz.
med pavzo se pojavi tok IM0 skozi dodaten upor R4. Tuljava je v tej fazi v stanju
demagnetizacije dokler ne dovedemo novega pulza. Ko je pavza med posameznimi
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pulzi prekratka, da se tuljava povsem demagnetizira, je tok IE prisoten tako med
dovajanjem pulza kot tudi med pavzo. Tok IE je vsota magnetnega toka tuljave
in toka Imem kateri predstavlja ”elektroporacijski spomin”. Tok tuljave se za vse
naslednje pulze izračunava po naslednjih enačbah:
IL(t, N) = (
Uamp − Uth
R3
− Imem(N)) × (1 − e(t−(N−1)×Tper/τ2) + Imem(N) (2.6)
Imem(N) = IM0(N) × e−Tpause/τ3 (2.7)
kjer N predstavlja zaporedno številko pulza, IM0 predstavlja amplitudo toka
ob zaključku preǰsnjega pulza, Tpause čas pavze med dvema pulzoma in Tper čas
pulza in pavze skupaj (Tper = Tpulse + Tpause).
Slika 2.7: Zaporedno vezana upor R4 in dioda sta dodana vzporedno h tuljavi L1
z namenom, da simulirata tako imenovani ”elektroporacijski spomin”. Dodatna
veja v vezju omogoča, da se amplituda vsakega naslednjega pulza začne na nivoju,
kjer se je končala pri preǰsnjem pulzu [6].
Vse izračunane vrednosti komponent, katere so bile izračunane za prvi pulz
(R1, R2, R3, C1, L1), veljajo tudi v primeru več monopolarnih pulzov. Dodatno
je potrebno preračunati le upor R4, kateri omogoča postopno izgubo ”elektropo-
racijskega spomina”. Končno vezje emulatorja je bazirano na enačbah (enačba
2.8, 2.9, 2.10 in 2.11), katere veljajo le v primeru ((N − 1) × Tper < t <
(N − 1) × Tper + Tpulse). Vezje dobro opisuje lastnosti uporabljenega tkiva.












× e−(t−(N−1)×Tper)/τ1 + (Uamp−Uth
R3
− Imem(N))
×(1 − e−t(t−(N−1)×Tper/τ2 + Imem(N), U > Uth
(2.8)
Imem(N) = IM0(N) × e−Tpause/τ3 (2.9)
IM0(N) =








Časovni potek toka za vǐsje frekvence je opisan z diskretno enačbo (enačba
2.8), kjer je N zaporedna številka pulza, Tper pa čas trajanja periode (čas pulza +
čas pavze). Kadar je napetost pulza pod pragom elektroporacije se vezje odzove
samo z omskimi in kapacitivnimi komponentami v vezju. Ko pa je napetost
pulzov vǐsja od elektroporacijskega praga, se doda še induktivna veja, katera
emulira dvig prevodnosti med elektroporacijo (enačba 2.8). V končnem vezju se
induktivni komponenti doda še ”elektroporacijski spomin”. Pri prvem pulzu je
ta tok enak nič, saj tuljava L1 takrat še ni magnetizirana. Nato je z vsakim
naslednjim pulzom ta tok vǐsji zaradi magnetizacije in demagnetizacije tuljave
(enačbi 2.9 in 2.10). Iz časovnih konstant lahko nato izračunamo še preostale
manjkajoče komponente (L1, R4) in imamo popolno vezje emulatorja [6].
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Slika 2.8: Končno vezje emulatorja biološkega tkiva kot breme med elektropo-
racijo z monopolarnimi pulzi [6].
2.3 Bipolarni pulzi
Pri elektrokemoterapiji in pri drugih aplikacijah, katere izkorǐsčajo elektroporacijo
celic, se lahko namesto monopolarnih pulzov uporabljajo tudi bipolarni pulzi. To
v praksi pomeni, da ima vsak drugi pulz v vlaku negativno amplitudo. Največkrat
so uporabljeni štirje pozitivni in štirje negativni pulzi. Vezje v preǰsnjem poglavju
je predvideno samo za testiranje elektroporatorjev z monopolarnimi pulzi. Da bi
lahko emulirali tkivo med elektroporacijo z bipolarnimi pulzi, je predvidoma vezju
potrebno dodati še četrto vejo, katera je v funkciji samo v primeru negativnih
pulzov. Za bolǰse razumevanje tokovnega odziva na bipolarne pulze smo zajeli več
meritev bipolarnih pulzov pri različnih napetostih od 200 V do 1000 V . Glavno
vprašanje na katerega želimo odgovoriti v tem delu je: Ali morata biti tuljavi
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v tretji in četrti veji v vezju, med seboj sklopljeni in s tem opisovati ohranjanje
”elektroporacijskega spomina”?
Slika 2.9: Primer tokovnega odziva na bipolarni vlak pulzov z amplitudo 1000
V . Dovedeni pulzi trajajo vsak po 100 µs, prav toliko je dolga tudi pavza med
dvema pulzoma.
Enako kot pri monopolarnih pulzih, lahko tokovni odziv na bipolarne pulze
opǐsemo z enačbo. Prvi del ostane enak doda se le četrti člen kateri opisuje












× e−(t−(N−1)×Tper)/τ1 + (Uamp−Uth
R3
− Imem(N))
×(1 − e−t(t−(N−1)×Tper/τ2 + Imem(N), U > Uth
(2.12)
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V primeru, ko je pulz negativen dobi vsak člen negativen predznak in s tem
obrne amplitudo tokovnega odziva. Enačba, ki opisuje negativen del odziva je












× e−(t−(N−1)×Tper)/τ1 + (−(Uamp−Uth)
R3
− Imem(N))
×(1 − e−t(t−(N−1)×Tper/τ2 + Imem(N), U > Uth
(2.13)
Imem(N) = IM0(N) × e
−Tpause
τ3 (2.14)
V primeru uporabe bipolarnih pulzov lahko preprosto predvidimo vezje emu-
latorja za simuliranje odziva. Osnovnemu vezju za monopolarne se doda diodni
mostič, ki omogoči smer toka v obe smeri.
Slika 2.10: Predlagano vezje emulatorja za bipolarne pulze. Vezju za monopo-
larne pulze dodamo diodni mostič, ki omogoča smer toka v obe smeri v vezju.
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3 Rezultati
3.1 Monopolarni pulzi
Za obdelavo meritev smo uporabili program MATLAB R2019a. Najprej smo vse
meritve uvozili v program in jih pripravili za nadaljnjo obdelavo tako, da se vsak
prvi pulz začne pri času 0s in, da vse meritve trajajo enako dolgo.
Za vsako amplitudo pri kateri smo izvajali meritve smo določili srednjo vred-
nost časovnega poteka in s tem določili povprečni časovni odziv pri tej amplitudi.
Izračunali smo tudi standardno deviacijo meritev pri posamezni amplitudi. Pri




Tabela 3.1: Tabela prikazuje povprečno vrednost in standardno deviacijo za prvi




















200 0.3163 ±0.07415 0.3211 ±0.07555
300 0.3546 ±0.04405 0.3716 ±0.04419
400 0.5338 ±0.1231 0.5653 ±0.1189
500 0.8959 ±0.2392 0.9447 ±0.234
600 1.022 ±0.1559 1.085 ±0.1534
750 1.536 ±0.3462 1.63 ±0.3452
800 1.519 ±0.2983 1.623 ±0.2981
900 1.659 ±0.4615 1.79 ±0.4592
1000 2.221 ±0.4932 2.366 ±0.477
Slika 3.1: Slika prikazuje srednjo vrednost toka za prvi pulz pri posamezni
napetosti in standardno deviacijo meritev.
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Model smo najprej poiskali samo za prvi pulz, kjer je poracija najizraziteǰsa.
V ta namen smo iz meritev toka izrezali samo aktivni del prvega pulza. V enakem
časovnem območju smo obrezali še meritev napetosti in izračunali časovno pre-





S pomočjo MATLAB aplikacije Regression Learner smo poiskali časovno
prevodnost prvega pulza katera opisuje vseh devet prevodnosti z najmanǰso
kvadratično napako. Podatke za obdelavo smo pripravili tako, da je v prvem
stolpcu vektor časa, v naslednjih devetih so posamezne prevodnosti in v zadnjem
srednja vrednost prevodnosti. Pri izračunu srednje vrednosti prevodnosti so bile
uporabljene samo prevodnosti kjer se že pojavi elektroporacija, zato, da v model
ne vnašamo napake, katero bi vnašali, če bi uporabili tudi meritve kjer še ne pride
do elektroporacije.
Izkaže se, da najmanǰso kvadratično napako dobimo z uporabo robustnega
linearnega modela. Regression Learner vrne model, kateri najbolj opisuje vhodne
podatke.
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Slika 3.2: Izsek iz MATLAB aplikacije Regression Learner. X os predstavlja čas,
y os pa predviden odziv, ki z najmanǰso kvadratno napako opisuje prevodnost pri
vseh amplitudah.
V naslednjem koraku smo s pomočjo še ene MATLAB aplikacije, Curve Fitting












× (1 − e
−t
τ2 ) (3.2)
Enačbo 3.2 delimo z Uamp da dobimo enačbo, ki opisuje prevodnost, in vpel-
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Neznanke katere ǐsčemo so torej A = R1, B = R2, C = τ1, D = F in E = τ2.










C +D × (1 − e
−t
E ) (3.4)
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Prevodnost smo pred obdelavo z Curve Fitting Tool, decimirali. Najprej smo
poiskali minimalno vrednost in s tem prevodnost razdelili na dva dela: na kapac-
itivno špico in poracijski del. Prevodnost smo nato decimirali tako, da je v obeh
delih približno enako število točk oziroma tako, da smo dobili čim lepše pokri-
vanje modela z dejansko prevodnostjo, ker ima v tem primeru kvadratna napaka
enako težo v kapacitivnem in poracijskem delu.
Slika 3.3: Uporaba orodja Curve Fitting za določanje neznank v enačbi 3.4
Za ustrezno prileganje modela na izmerjeno časovno prevodnost moramo
izbrati začetne vrednosti za vse neznanke. Ustreznost definiranih začetnih pogo-
jev preverjamo s pokrivanjem modela na izmerjeno prevodnost. Ko je napaka
med modelom in izmerjeno prevodnostjo dovolj majhna so izbrane začetne točke
dobre. Po fitanju model vrne vrednosti:
• A = 590.4 Ω
• B = 955.4 Ω
• C = 9 ∗ 10−7 us
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• D = 0.0001171 1
Ω
• E = 5.78 ∗ 10−5 us
Pred nadaljnjo obdelavo smo iz prevodnosti in napetosti preračunali tokove.
V naslednjem koraku moramo pravilno določiti še pragovno napetost Uth in
vrednost upora R3. Za določitev območja iskanja optimalne pragovne napetosti
smo si pomagali z izrisi tokov pri posameznih amplitudah. Glede na izrisane
signale smo ocenili, da je prag elektroporacije nekje med 200 in 400 V . Iz enačbe






Z uporabo for zanke smo določili vrednosti Uth in R3 kjer je kvadratična
napaka najmanǰsa. Model nam vrne optimalne vrednosti:
• Uth = 292.3 V
• R3 = 2.542 kΩ
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Slika 3.4: Slika prikazuje izmerjen tok v primerjavi z fitanim tokom za posamezno
napetost pri prvem pulzu.
Dobili smo model, ki opisuje prvi pulz. V naslednjih korakih želimo definirati
še model za celoten signal z osmimi pulzi. Signale obdelamo tako, da izrežemo
le aktivni del vsakega od pulzov. Pri več pulzih moramo za vsak naslednji pulz
upoštevati poracijski spomin. Zapomnimo si končno vrednost toka predhodnega
pulza in jo prenesemo na naslednji pulz. Modelu dodamo še R4 iz katerega
izračunamo časovno konstanto τ3. Časovna konstanta τ3 opisuje hitrost izgube
elektroporacijskega spomina.
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Slika 3.5: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za
napetosti od 200 do 500V . Rdeča barva prikazuje izmerjen tok, modra pa tok
modela.
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Slika 3.6: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za
napetosti od 600 do 900V . Rdeča barva prikazuje izmerjen tok, modra pa tok
modela.
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Slika 3.7: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za napetost
1000V . Rdeča barva prikazuje izmerjen tok, modra pa tok modela.
Glede na izračunan model smo izračunali končne vrednosti elementov vezja,
ki opisuje odziv biološkega bremena na elektroporacijske pulze.
Tabela 3.2: V prvi vrstici so podane optimalne vrednosti elektronskih komponent
za prvi monopolarni pulz. V drugi vrstici pa so predstavljene vrednosti elementov
v primeru vlaka monopolarnih pulzov.
R1[Ω] R2[Ω] R3[kΩ] R4[Ω] C1[nF ] L1[mH] Uth[V ]
590.4 955.4 2.542 - 0.942 146.9 292.3
590.4 955.4 2.542 231.6 0.942 146.9 233.3
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3.2 Bipolarni pulzi
Enako kot za monopolarne pulze smo meritve obdelali tudi za bipolarne. Za
vsako amplitudo smo določili srednjo vrednost in standardno deviacijo.
Tabela 3.3: Tabela prikazuje povprečno vrednost in standardno deviacijo za prvi




















200 0.2718 ±0.1127 -0.282 ±0.114
300 0.4028 ±0.09835 -0.4331 ±0.1003
400 0.5358 ±0.1144 -0.582 ±0.1175
500 0.7795 ±0.2069 -0.8429 ±0.2081
600 0.8672 ±0.1993 -0.9556 ±0.1957
750 1.412 ±0.3414 -1.54 ±0.3408
800 1.3 ±0.1938 -1.438 ±0.2069
900 1.537 ±0.2431 -1.696 ±0.2516
1000 2.31 ±0.5323 -2.481 ±0.5171
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Slika 3.8: Na sliki so prikazane standardne deviacije za posamezne meritve pri
uporabi bipolarnih pulzov. Prikazan je aktivni tokovni del prvega pulza.
Z aplikacijo Regression Learner smo poiskali časovno prevodnost, ki ima na-
jmanǰso kvadratično napako in tako najbolje opisuje prevodnost za vseh devet
meritev hkrati. Izkaže se, da je tudi v tem primeru najbolj smiselna uporaba
robustnega linearnega modela, saj le ta vrne najmanǰso vrednost kvadratične
napake.
Slika 3.9: Odziv Regression Learner aplikacije. Na grafu je prikazana optimalna
prevodnost, katera z najmanǰso kvadratično napako opisuje vseh devet prevod-
nosti.
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Dobljeno časovno prevodnost smo nato enako kot pri monopolarnih pulzih
obdelali z MATLAB aplikacijo Curve Fitting tako, da smo dobili začetne točke
za vse neznanke. Za optimalne začetne vrednosti model vrne:
• A = 645.8 Ω
• B = 886.3 Ω
• C = 1 ∗ 10−6 us
• D = 0.0001344 1
Ω
• E = 5.82 ∗ 10−5 us
V naslednjem koraku smo z uporabo for zanke določili še pragovno napetost
Uth in R3. Primerjali smo aktivne dele prvih pulzov z fitanim modelom za prvi
pulz.
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Slika 3.10: Na sliki je prikazan aktivni del prvega bipolarnega pulza v primerjavi
z modelom.
V nadaljevanju smo model za prvi pulz razširili na celoten signal z osmimi
pulzi. Signale smo obdelali tako, da smo izrezali samo aktivni del pulzov in
negativnim dodali pozitiven predznak. To smo storili tako, da smo za celoten
signal upoštevali absolutno vrednost. Enako kot pri monopolarnih pulzih se pri
bipolarnih ohranja poracijski spomin. Vrednost toka preǰsnjega pulza se prenese
na naslednjega v enaki obliki, kot pri monopolarnih pulzih.
Modelu smo dodali še R4 iz katerega smo izračunali časovno konstanto τ3.
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Slika 3.11: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za
napetosti od 200 do 500V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje izmerjene
signale, modra pa fitane.
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Slika 3.12: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za
napetosti od 600 do 900V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje izmerjene
signale, modra pa fitane.
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Slika 3.13: Primerjava izmerjenega in fitanega toka na celotnih signalih za
napetost 1000V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje izmerjen signal,
modra pa fitan.
Model emulatorja za bipolarne pulze opisujejo vrednosti elementov v tabeli
3.2.
Tabela 3.4: V prvi vrstici so podane optimalne vrednosti elektronskih komponent
za prvi monopolarni pulz. V drugi vrstici pa so predstavljene vrednosti elementov
v primeru vlaka monopolarnih pulzov.
R1[Ω] R2[Ω] R3[kΩ] R4[Ω] C1[nF ] L1[mH] Uth[V ]
645.8 886.3 1.931 - 1.128 112.4 200
645.8 886.3 1.931 200 1.128 112.4 200
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3.3 Simulacija modela v programskem orodju PSpice
Za ovrednotenje ustreznosti izračunanega modela smo izvedli simulacijo emu-
latorja, z izračunanimi elementi vezja, pri vsaki od napetosti pri katerih so bile
izvedene meritve na tkivu. Simulacijo smo izvedli za oba tipa pulzov. Za monopo-
larne in bipolarne pulze.
3.3.1 Simulacija emulatorja za monopolarne pulze
V programskem orodju OrCad - PSpice smo načrtali shemo emulatorja za
monopolarne pulza. R1 v prvi veji predstavlja linearno komponento modela,
R2 in C1, v drugi veji predstavljata kapacitivno komponento modela in tretja
veja predstavlja poracijsko komponento modela s poracijskim spominom.
Slika 3.14: Shema emulatorja za monopolarne pulze. Na generatorju pulzov
V 3 smo spreminjali vhodno napetost v območju od 200 V do 1000 V glede na
dejanske meritve tkiva.
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Vrednosti elementov vezja so vrednosti, ki jih lahko kupimo na trgu in se na-
jbolj približajo vrednostim izračunanim iz modela. Napetost diode D2 predstavlja
elektroporacijski prag.
Slika 3.15: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih
signalih za napetosti od 200 do 500 V pri monopolarnih pulzih. Rdeča barva
prikazuje izmerjene signale, modra tok modela in zelena simuliran tok bremena.
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Slika 3.16: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih
signalih za napetosti od 600 do 900 V pri monopolarnih pulzih. Rdeča barva
prikazuje izmerjene signale, modra tok modela in zelena simuliran tok bremena
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Slika 3.17: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih
signalih za napetost 1000 V pri monopolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje
izmerjene signale, modra tok modela in zelena simuliran tok bremena
3.3.2 Simulacija emulatorja za bipolarne pulze
Vezju za monopolarne pulze smo v tretji veji za bipolarne pulze dodali še diodni
mostič. Mostič nam omogoča smer toka v obe smeri. To pomeni, da je vezje
emulatorja primerno tako za pozitivne, kot tudi za negativne pulze. Ko generator
generira pozitiven pulz steče tok preko diode D11 skozi poracijsko vejo in se
zaključuje preko diode D7. V primeru negativnega pulza, tok steče preko diode
D9 in se zaključuje preko diode D10.
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Slika 3.18: Shema emulatorja za bipolarne pulze. Na dveh generatorju pulzov,
V 4 za pozitivne pulze in V 5 za negativne pulze, smo spreminjali vhodno napetost
v območju od 200 V do 1000 V glede na dejanske meritve tkiva.
Enako kot pri monopolarnem vezju smo tudi tukaj določili vrednosti elemen-
tov, katere je možno kupiti na trgu elektronike. Nazivni napetosti diod D3 in D8
nam predstavljata elektroporacijski prag za bipolarne pulze.
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Slika 3.19: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih sig-
nalih za napetosti od 200 do 500 V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje
izmerjene signale, modra tok modela, kjer so vsi pulzi pozitivni, in zelena simuli-
ran tok bremena.
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Slika 3.20: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih sig-
nalih za napetosti od 600 do 900 V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje
izmerjene signale, modra tok modela, kjer so vsi pulzi pozitivni, in zelena simuli-
ran tok bremena
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Slika 3.21: Primerjava izmerjenega, fitanega in simuliranega toka na celotnih sig-
nalih za napetost 1000 V pri bipolarnih pulzih. Rdeča barva prikazuje izmerjene




Pri obeh modelih (za monopolarne in bipolarne pulze) je, pri nekaterih amplitu-
dah, prǐslo do relativno visokih odstopanj v amplitudah med izmerjenem tokom in
tokom modela. Razlike so bile pričakovane saj rezultati meritev niso sorazmerni
z dovedeno amplitudo. Na te razlike vpliva tkivo, ki ni homogeno in je različno
debelo po celotni površini. Debelina in homogenost tkiva vplivata na amplitudo
izračunane prevodnosti.
4.1 Monopolarni pulzi
V prvi fazi smo primerjali naše rezultate, ki so bili pridobljeni na meritvah pri več
različnih napetostih in več ponovitvah merjenja, za monopolarne pulze z rezultati
iz preteklih raziskav [6].
Tabela 4.1: Tabela prikazuje primerjavo rezultatov iz te raziskave z rezultati iz
predhodne raziskave.
R1[Ω] R2[Ω] R3[kΩ] R4[Ω] C1[nF ] L1[mH] Uth[V ]
Rezultati
raziskave





680 1200 1.2 175 1 57.5 360
61
62 Razprava
Kot lahko vidimo iz tabele (tabela 4.1) se rezultati relativno ujemajo. Do
največjih razlik je prǐslo pri vrednostih za R3 in L1. Vrednosti tih dveh ele-
mentov določata poracijski del odziva. Do odstopanja je lahko prǐslo zaradi več
dejavnikov. Sklepamo lahko, da je do razlik prǐslo predvsem zaradi večjega števila
meritev pri različnih amplitudah ter meritev pod pragovno vrednost elektropo-
racije.
Opazna razlika je vidna tudi pri pragu elektroporacije. Pri preteklih
raziskavah so bile uporabljene samo tri skupine meritev, in sicer meritve za 500,
750 in 1000 V . Določen optimalen prag elektroporacije tako ni bil podkrepljen z
meritvami z amplitudo blizu elektroporacijskega praga, ki je bil v tem primeru pri
360 V . Elektroporacijski prag iz te raziskave sovpada s prikazi tokovnih odzivov
pri posamezni napetosti. Pri 200 V do elektroporacije še ne pride, medtem, ko je
pri 300 V meritvah opazno, da se pri prvem pulzu že pojavi elektroporacija. Iz
tega lahko sklepamo, da je elektroporacijski prag določen iz te raziskave ustrezno
določen pri 233.3 V .
4.2 Bipolarni pulzi
Glavno vprašanje te raziskave je bilo: Kako se elektroporacijski spomin ohranja
pri bipolarnih pulzih?
Hkrati smo v delu želeli preizkusiti predlagano vezje za bipolarne pulze iz
preteklih raziskav. Izkazalo se je, da predlagano vezje ni bilo najbolj optimalno
saj se elektroporacijski spomin ni dovolj dobro prenašal iz pozitivnih na negativne
pulze.
Kot lahko vidimo iz grafov na slikah (slika 3.19, slika 3.20 in slika 3.21) se
elektroporacijski spomin pri bipolarnih pulzih prenaša iz pozitivnega na negativni
pulz in se tako ohranja povsem enako, kot se ohranja pri monopolarnih pulzih.
Meritve monopolarnih in bipolarnih pulzov se ujemajo tako v povprečni vrednosti,
kot tudi v standardni deviaciji pri posamezni amplitudi.
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4.3 Nadaljnje delo
Kot že omenjeno za testiranje elektroporatorjev, kateri so trenutno na trgu, še
ne obstaja standard oziroma postopek po katerem bi lahko določali ustrezno de-
lovanje elektroporatorja. Predlagan model elektronskega emulatorja biološkega
bremena bi lahko uporabili za takšno testiranje in potrjevanje ustreznega delo-
vanja.
V nadaljevanju bi bilo smiselno izdelati realni vezji za monopolarne in bipo-
larne pulze in ponoviti meritve z enakim elektroporatorjem na predlaganih bre-
menih. Preveriti bi bilo potrebno kako se odzivajo realni elementi na vlake elek-
troporacijskih pulzov. Meritve bi nato primerjali s simulacijami in potrdili us-
treznost definiranega elektronskega emulatorja biološkega bremena.
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